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"Dreidimensionaler Chip" 

Die Erfindung betrifft einen Chip zur Untersuchung biologischer Proben 
sowie Verfahren zur Herstellung dieser Chips und nimmt die Prioritat der 
deutschen Patentanmeldung 103 16 689.0 in Anspruch, auf die inhaltlich 
Bezug genommen wird. 

5 

Biochips finden in jungster Zeit eine umfangreiche Anwendung beispiels- 
weise bei der Genanalyse, der Mutationsdetektion oder der Untersuchung 
von Protein/Protein-lnteraktionen sowie - allgemein - bei der Diagnose von 
Erkrankungen oder der Abschatzung der entsprechenden genetischen Dis- 
10 position. 

Es sind sowohl Genchips als auch Proteinchips (Mikroarrays) bekannt. 

Die bekannten Chips bestehen aus einem Trager und den auf dem Trager 
15 immobilisierten "Target'-Molekulen (nachfolgend auch Referenzmolekule). 
Die Referenzmolekule werden in Abhangigkeit von dem Untersuchungs- 
zweck ausgew§hlt. Das Prinzip des Biochips besteht darin, die Interaktionen 
zwischen dem bekannten Referenzmolekul und einem noch unbekannten 
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Probenmolekul - beispielsweise aus einem Patienten oder einem anderen 
biologischen Material -nachzuweisen und aus diesem Nachweis Ruck- 
schlusse fur den Untersuchungszweck zu Ziehen. 

5 Zum Nachweis von Nukleinsauren mussen die Probenmolekule zunachst mit 
den referenzmolekulen hybridisieren. Bei Proteinchips werden Protein-Pro- 
teininteraktionen untersucht, beispielsweise die Interaktionen zwischen 
einem immobilisierten Antigen als Referenzmoleku! und einem Antikorper 
aus der Patientenprobe. Die erfolgten Interaktionen werden haufig durch 
10 Fluoreszenz- oder Isotopenmarkierungen sichtbar gemacht. Die Auswertung 
der Chips setzt voraus, daft die Position der Referenzmolekule auf dem Chip 
bekannt ist. 

Es ist eine Vielzahl von Methoden der Chip-Herstellung bekannt. Diese 
15 basieren haufig entweder auf der direkten Synthese der Referenzmolekule 
auf dem Trager oder aber der Vorabsynthese der Referenzmolekule und 
ihrem anschlieBenden Immobilisieren auf den Trager. Die IMotwendigkeit, die 
Position der Referenzmolekule auf dem Chip zu determinieren, macht die 
bekannten Verfahren aufwendig und kostenintensiv. 

20 

Biochips haben im Vergleich zu anderen Nachweismethoden den besonde- 
ren Vorteil, 6aQ> sie die Bearbeitung einer komplexen Fragestellung 
erlauben. Die Festlegung der Proben auf dem Trager ermoglicht daruber 
hinaus eine weitgehend automatisierte Auswertung der Ergebnisse, die von 
25 den Moglichkeiten der Informationstechnologie unterstutzt wird. Gleichwohl 
haben die bekannten Biochips noch nicht das gewunschte Mali an 
Sensitivitat und Spezifitat erreicht. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen Biochip bereitzu- 
30 stellen, der insbesondere hinsichtlich seiner Sensitivitat einen Verbesserung 
gegenuber dem Stand der Technik darstellt. Des weiteren werden Verfahren 
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vorgeschiagen, die eine moglichst einfache, schnelle und kostengunstige 
Herstellung dieser Chips ermSglichen. 

Unter Sensitivitat wird im vorliegenden Zusammenhang die kleinste Konzen- 
5 tration an Probemolekulen verstanden, die mit Hilfe des erfindungsgemaBen 
Chips noch detektiert werden kann. 

Diese Aufgabe wird gelost durch eine Vorrichtung gemaft dem Hauptan- 
spruch. Die Herstellungsverfahren sind jeweils Gegenstand unabhangiger 
1 0 Verfahrensanspruche. 

Der vorliegenden Erfindung liegt der Gedanke zugrunde, ein poroses Mate- 
ria! als Trager des Biochips zu verwenden und die Referenzmolekuie an die- 
sem porosen Material zu immobilisieren. Die Herstellungsverfahren basieren 
15 ubereinstimmend darauf, diese Polymere derart anzuordnen, daB sie im 
einen dreidimensionalen Chip darstellen. 

Der erfindungsgemaBe Chip hat aufgrund des porosen Materials den Vorteil, 
dalX fur die Immobilisierung der Referenzmolekuie eine vergrofterte Oberfla- 
20 che zur Verfugung steht. Die Dichte der Referenzmolekuie pro Tragereinheit 
kann somit erhoht werden. 

Des weiteren kann die Verwendung von porosem Material es ermfiglichen, 
auf eine weitere feste Tragersubstanz im Sinne einer Stutzschicht zu ver- 

25 zichten. Dies hat nicht nur produktionstechnische und kostenminimierende 
Vorteile, sondern ermoglicht daruber hinaus den allseitigen Zugang der Pro- 
benmolekule aus der Untersuchungsprobe zu den Referenzmolekulen. Im 
Gegensatz dazu ist der Zugang zu den Probenmolekulen bei bekannten 
Chips immer nur einseitig moglich. Durch den erleichterten Zugang wird eine 

30 Verbesserung der Sensitivitat des Chips erreicht. 
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Als Tragermaterial konnen ein oder mehrere Polymere aus folgender 
Gruppe ausgewahlt werden: Polyethylen, Polyviniylchlorid, Polypropylen, 
Polyethylentereftalat (PET), Polyamid, Polyimid, Polystyrol, 
Polyvinylidenchlorid (PVDC), Polycarbonat, Cellophan, Acetat oder 
5 Polysulfonat. 

Eine Ubersicht Ciber die vorteilhaften Eigenschaften dieser Polymere gibt die 
Tabellel. 
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Der erfindungsgemaGe Chip kann lediglich aus einer Schicht des TrSger- 
materials bestehen. Die notwenige Stabilitat der Schicht kann durch die 
Wahl einer dafur geeigneten Schichtdicke erreicht werden. Vorteilhafter- 
weise werden aber verschiedenen Schichten kombiniert. Die Schichten 
5 konnen aus demselben oder aber aus verschiedenen Polymeren bestehen. 

Vorteilhafterweise werden die Referenzmolekule noch vor dem Zusammen- 
bringen der Schichten auf den Polymeren immobilisiert. Die Immobiiisierung 
der Referenzmolekule auf dem Trager erfolgt mittels der dem Fachmann 
10 bekannten Methoden. Die Schichten mit jeweils einer Qualitat von Refe- 
renzmolekulen werden nachfolgend als "Tragereinheiten" bezeichnet. 

In einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform besteht der Chip aus 
einer Vielzahl von Tragereinheiten, die - schachbrettartig - in X - und Y- 
1 5 Richtung sowie ubereinander in Z-Richtung nebeneinander liegen. 

Durch die Erhohung der Anzahl der verwendeten Tragereinheiten lalit sich 
die Anzahl der unterschiedlichen fur die Untersuchung bereitgestellten 
Referenzmolekule variieren. Selbstverstandlich konnen einzelne 
20 Tragereinheiten auch mehrfach - z.B. zu Kontrollzwecken - vorkommen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform konnen die einzelnen Schichten der 
Tragereinheiten 0,01 bis 1 Mikrometer betragen. Die Flache der Tragerein- 
heiten kann bis zu einigen Quadratmetern ausgedehnt sein. 

25 

Bei einigen als poroses Tragermaterial verwendeten Polymeren, oder bei 
sehr geringen Schichtdicken, kann es vorteilhaft sein, die Tragereinheiten 
zumindest teilweise von Stutzmitteln zu umgeben. Auch kann weitere 
Stutzmittel auf der Oberseite oder Unterseite des Tragers vorteilhaft sein. 
30 Diese konnen ebenso aus durchlassigem oder por6sem Material bestehen. 
Sie sind in der Regel nicht mit Referenzmolekulen bestuckt. Daruber hinaus 
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konnen die Schichten uber Halternittel, wie beispielsweise Klammern, mit- 
einander verbunden sein. 

Die erfindungsgemafcen Trager lassen sich leicht und kostengunstig her- 
5 stellen. 

In einer ersten Alternative beginnt der HerstellungsprozelJ damit, einzelne 
Polymerschichten mit Referenzmolekulen zu beschicken. Die Anzahl der 
Schichten variiert in Abhangigkeit von dem Untersuchungszweck. In einem 
10 nachsten Schritt werden die Schichten (Tragereinheiten) zu einem ersten 
Block aufeinandergelegt und beispielsweise mit einem Mikrotom 
rechtwinklig zu der Schichtebene geschnitten. Daraus ergeben sich 
zunachst flachenartige Schnitte mit D Bandern" aus Tragereinheiten, die 
jeweils unterschiedliche Referenzmolekule enthalten. 

15 

Schnitte von unterschiedlichen Blocken konnen erneut zu einem zweiten 
Block aufeinandergelegt werden ("Multilayerblocks"). Auch dieser Block wird 
in dunne schichtformige Einheiten rechtwinklig zu der Ebene der Schichten 
geschnitten. 

20 

Im Ergebnis entsteht bei dieser Kombination verschiedener Tragereinheiten 
mit anschlieliendem Schnitt eine "Multimatrix", die jede Tragereinheit, die 
ursprunglich in den jeweiligen Blocken eingesetzt wurde, enthalt. Dieses 
Herstellungsprinzip ist in der Fig. 1 dargesteilt. 

25 

Bei Kenntnis der eingesetzten Schichten und Kenntnis der Schnittfuhrung 
sowie erneutem Zusammensetzen der Schnitte laSt sich die Position einer 
jeden Tragereinheit zweifelsfrei vorherbestimmen oder auch nachtraglich 
nachvollziehen. 

30 

Der erfindungsgemaSe Trager laBt sich alternativ auch uber ein zweites 
Verfahren herstellen. Dieses wird in Fig. 2 skizziert: 
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Dieses Verfahren besteht im Kern darin, die Tragereinheiten zunachst auf 
einem Stutzmittel anzuordnen und am gegenuberliegenden Ende der Tra- 
gereinheiten mit einer verschieblichen Maske zu bedecken. Diese Maske 
5 weist Offnungen auf, durch die die Tragermaterialien mit Reagenzien - bei- 
spielsweise auch mit den Referenzmolekulen - beschickt werden konnen. 
Die Offnungen konnen beispielsweise zylindrisch oder konisch ausgestaltet 
sein. Die Maske selber kann uber die bekannten Verfahren der Lithographie 
erzeugt werden. 

10 

Nach der in der Fig. 2 dargestellten Ubersicht kann eine Vorrichtung einge- 
setzt werden, die eine Maske aus einem festen Material von 400 bis 500 pm 
Dicke umfalit. Sie weist konische Offnungen auf, deren oberer Durchmesser 
beispielsweise 100 pm und der untere 5 pm betragen kann. Diese Maske ist 
15 in X - und Y-Richtung relativ zu den Stutzmitteln 4, 2 verschieblich. Es sind 
auch anderen Abmessungen moglich. 

Die Stutzmittel bestehen in dieser Ausfuhrungsform aus 50 bis 100 pm star- 
ken Plastikeinheiten mit Durchlassen von 5 bis 10 pm. Das Tragermaterial 
20 selber ist in Aufnahmemitteln 3 angeordnet, die in der dargestellten Ausfuh- 
rungsform 50 pm dick sein konnen. Die in diesen Stutzmitteln vorgeseheneri 
Aufnahmen fur das Tragermaterial haben ebenso einen Durchmesser von 5 
bis 10 pm. Diese Ausnehmungen konnen vollstandig aus dem porosen Tra- 
germaterial bestehen oder aber mit ihm angefuilt sein. 

25 

Eine schematische Darstellung der mit verschiedenartigen 
Tragermaterialien gefullten Ausnehmungen (kugelformig, stabchenformig 
oder gelartig) ist in den Fig. 4 und 5 erkennbar. 

30 Zur Beschickung des Chips wird die Maske in X- und Y-Richtung relativ zu 
den Stutzmitteln bewegt. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis alle 
gewunschten Tragereinheiten das Reagenz enthalt Dabei entsteht 
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zunachst ein Chip mit verschiedenen Tragereinheiten, die sich in X- und Y- 
Richtung ausdehnen. Dieser Chip ist demnach zweidimensional. Zur Fer- 
tigstellung des Chips kann die Maske sowie das ihr gegenuberliegende 
Stutzmittel, auf dem die Tragereinheit angeordnet sind, entfernt werden. 
5 Somit wird das Tragermaterial erneut von beiden Seiten dem Probenmate- 
rial zuganglich. 

Die in den Ausnehmungen befindlichen Trager konnen mittels des erfin- 
dungsgemafien Verfahrens beispielsweise sukzessiv mit Nukleinsauren 
10 bestuckt werden (Fig. 6). Dazu werden Oligonukleotide in definierter 
Reihenfolge uber den Trager gegeben. Dieses „Wachstum u der Referenz- 
molekule auf dem Trager ist ebenso in der Fig. 7 dargestellt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform konnen die derart hergestellten Chips in 
15 Z-Richtung aufeinandergelegt werden, so dali die Tragereinheiten fluchten. 
Damit entsteht im Ergebnis ein dreidimensionaler Chip (Fig. 2). 

Die Auswertung der erfindungsgemalien Trager setzt voraus, da(S die mit 
den Referenzmolekulen interagierenden Probenmolekule innerhalb der Tra- 
20 gereinheit detektierbar sind. 

Die Untersuchung dreidimensionaler Anordnungen ist beispielsweise durch 
die konfokale Laserscanmikroskopie (LCSM) moglich. Diese erlaubt eine 
Auswertung auch unterhalb der Chipoberflache. 

25 

Die Verwendung der konfokalen Laserscanmikroskopie zur Auswertung des 
erfindungsgemalSen Chips wird in Fig. 3 schematisch dargestellt: 



30 



Die dargestellten Schritte 1 bis 4 zeigt die Aufnahmen der Signale entlang 
der Z-Achse. Der Schritt 5 gibt die Bewegung entlang der Y-Achse wieder. 
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Im Schritt 1 tritt der Laserstrahl durch die licht-brechende Platte zu dem 
Objektiv des Mikroskops und wird damit auf Punkte mit einem Durchmesser 
von 5 bis 10 |jm fokussiert. Damit wird die Lumineszenz in dem Spot ange- 
regt. Als Ergebnis dieser Anregung wird ein zweiter Lichtstrahl durch die 
5 Platte zu dem Detektor geschickt. Das Signal und deren raumliche Koordi- 
naten werden dokumentiert. Danach bewegt sich der Laser und fokussiert 
auf einen weiteren Spot. 
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Patentanspruche 

1. Chip zur Untersuchung biologischen Materials mit einer Tragereinheit 
aus porosem Material, an dem die der Detektion der Probenmolekule 

5 dienenden Referenzmolekule immobilisiert sind. 

2. Chip nach Anspruch 1 gekennzeichnet durch mindestens zwei Trage- 
reinheiten mit unterschiedlichen Referenzmolekulen, die in der X- oder 
Y-Achse aneinander liegen. 

10 

3. Chip nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafS mindestens 
einige der Tragereinheiten in der Z-Achse aneinander liegen. 

4. Chip nach einem der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeich- 
15 net, daG die Tragereinheiten mindestens teilweise von Stutzmitteln 

oder Haltemitteln umgeben sind. 

5. Chip nach einem der vorherigen Anspruche dadurch gekennzeich- 
net, daB die Tragereinheiten eins der folgenden Polymere umfassen: 

20 Polyethylen, Polyviniylchlorid, Polypropylen, Polyethylentereftalat 

(PET), Polyamid, Polyimid, Polystyrol, Polyvinylidenchlorid (PVDC), 
Polycarbonat, Cellophan, Acetat oder Polysulfonat. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Chips nach einem der vorherigen 
25 Anspruche mit folgenden Schritten: 

a. Immobilisieren einer Gruppe von Probenmolekulen auf einer 
ersten Tragereinheit und Immobilisieren einer zweiten Gruppe von 
Probenmolekulen auf einer zweiten Tragereinheit, 
30 b. Anordnen der Tragereinheiten zu einem Block mit gemeinsamer Z- 

Achse, 

c. Anfertigen von Schnitten rechtwinklig zur Ebene des Blockes, 
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d. Wiederholen der Schritte a. bis b. zur Bereitsteltung eines zweiten 
Blockes aus Tragereinheiten sowie Schnitten davon, 

e. Kombinieren der Schnitte aus c. und d. zu einem Block mit 
gemeinsamer Z-Achse, 

5 f. Wiederholen des Schrittes von b. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Chips nach einem der Anspruche 1 
bis 5 mit folgenden Schritten: 

10 a. Anordnen von Tragereinheiten aus porosem Material auf einem 

Stutzmittel, 

b. Bedecken der Tragereinheiten an ihrem dem Stutzmittel gegen- 
uberliegenden Ende mit einer Maske mit mindestens einer Off- 
nung, die einen DurchlafX zu einer unterhalb der Maske liegenden 

1 5 Tragereinheit ermoglichen kann, 

c. Verfahren der Maske, so daS die Offnung uber eine Tragereinheit 
liegt, 

d. Beschicken der Tragereinheit mit Referenzmolekulen, 

e. Untersuchung von biologischen Molekulen eines dreidimensiona- 
20 len Tr^gers gekennzeichnet durch die Verwendung der konfokalen 

Laserscanmikroskopie. 



8. 



Verwendung der konfokalen Laserscanmikroskopie zur Auswertung 
eines dreidimensionalen Chip. 
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Feld II Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 aul Blatt 1 



GemaB Artikel 17{2)a) wurde aus folgenden GrQnden fQr bestimmte AnsprQche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. [ I AnsprQche Nr. 

well sle sich auf Gegenstande bezlehen, zu deren Recherche die Behorde nlcht verpfllchtet 1st, namlich 



2. | | AnsprQche Nr. 

well sle sich auf Telle der international en Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenlg entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nlcht durchgefQhrt werden kann, namllch 



3. | 1 Anspruche Nr. 
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siehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzilchen RecherchengebOhren rechtzeltig entrtehtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprQche. 

2 fx"! Da fQr alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der elne 
1 — ' zusatzllche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte. hat die BehOrde nlcht zur Zahiung einer solchen GebQhr aufgefordert 



3. Da der Anmelder nur elnJge der erforderlichen zusatzilchen RecherchengebOhren rechtzeltig entrtehtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, fQr die GebOhren entrtehtet worden slnd, namfich auf die 
AnsprQche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzilchen RecherchengebOhren nlcht rechtzeltig entrichtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erflndung; diese 1st in folgenden AnsprQchen er- 
faGt: 



Bemerkungen hinsich tiich elnes Widerspruchs j Die zusatzilchen GebOhren wurden vom Anmelder unter Wlderspruch gezahlt 

[ | Die Zahiung zusatzllcher RecherchengebOhren erfolgte ohne Wlderspruch. 
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eines dreidimensionalen Chip 
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